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論文内容要旨
 肝におけるグリコゲン生合成の最も重要な調節点が,グリコゲン合成酵素を不活性のD型から
 活性の1型へと変換させるグリコゲン合成酵素ホスファターゼ(GS-P)にあることが知られ
 て以来,本酵素の実体解明に多くの努力がはらわれてきた。この問われわれの研究室においても,
 ラット肝のグリコゲン顆粒から可溶化したグリコゲン合成酵素Dを基質として,ラット肝可溶画
 分のGS-Pの精製を試み,DE-52カラムクロマトによりその活性の大部分を,ホスホリラー
 ゼのa-b変換を触媒するホスホリラーゼホスファターゼ(P-P)の主活性からほぼ完全に分
 離することに成功した。しかしながら他の研究グループからの報告によると,蛋白の脱リン酸化
 は各基質に特異的なホスファターゼにより営まれるのではなく,基質特異性の低いホスホプロテ
 インホスファ歩一ゼとも呼ぶべき単一の酵素蛋白によって触媒されるという見解がむしろ一般的
 である・特にBrandtらはウサギ肝の粗抽出液を室温下にエタノールで分画し,GS-P活性,
 P-P活性だけでなくヒストンホスファターゼ活性(His-P活性)をも保持する分子量約3万
 4千のホスホプロテインホスファターゼの単離に成功したと報告している。このような他研究室
 の報告と,前述のわれわれのそれとの間に見られる不一致の原因を明らかにする為に,私はタンパク
 脱リン酸化反応の基質として新しくホスホヒストンを導入し,ヒストンホスファターゼの実体と,
 そのGS-P並びにP-Pとの関係について検討した。
 ラット肝のHis-P活性はそのおよそ70%が可溶画分に見いだされ,これについてpH5・2
 の酸処理,次いで0-60%の硫安分画後DE-52カラムクロマトを行なうと,活性は二つの
 ピーク(1,皿)にわかれた。このうち0.4MのNaClで溶出されるピーク∬はP-Pの主活性
 の溶出位置と完全に一致し,この両者はその後の精製過程においても分離されることがなかった。
 これに対して,o.27MのNaG1で溶出されるピーク1はGS-Pと重なりつつもこれよりやや
 後方に溶出された。そこでピーク1についてAH-Sepharose4Bカラムクロマトを行なうと,
 His-PはさらにIA,IBの二つに分離された。このうちIAはGS-Pの溶出位置と一致し,
 この両者はその後の精製過程でも分離が不可能であった。すなわちラット肝可溶画分には三種類
 のHls-P(IA,IB,皿)があり,このうちh,1はそれぞれ既述のGS-P,P-Pと同一酵
 素であると考えられる。これに対してIBにはGS-P活性がなく,若干のP-P活性を伴って
 はいるが,ヒストンを基質とするときにのみ有意の活性を示す新しいホスファターゼである。以
 上の結果は,蛋白の脱リン酸化反応がBrandtらが主張するようにただ一種類の基質特異性の低
 いホスホプロテインホスファターゼにより営まれるのではなく,基質特異性の異なる複数のホス
 ファターゼが存在することを示唆したわれわれのこれまでの報告を支持するものである。
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 次に研究の第二の段階としてヒストンを基質にすることによって初めてその存在が示されたIB
 の実体を解明する為にこの精製を意図した。AH-Sepbarose4Bカラムクロマトで溶出された
 IBについてSephadexG-300のゲル濾過を行なったところ・His-P活性は単一のピークと
 して溶出された。このピーク部分についてさらに精製を進める為にHis-Pの基質であるホスホ
 ヒストンをリガンドとするPhosphohistoロe-Sepharose4Bのアフィニティクロマトを行なっ
 た。His-P活性は高収率で溶出され,その際蛋白の大部分および随伴していたP-P活性の約
 50%から分離された。さらに再クロマトを行なって得た最終純化標品は,肝抽出液から計算し
 てすくなくとも800倍に精製されており,その分子量はゲル濾過による推定で約30万であっ
 た。また最終純化標品にはGS-P活性は全く検出されなかったが,軽度ながらP-P活性が残
 存しており,このことからIBがホスホリラーゼをも基質にできることは確実と思われる。またIB
 をBrandtらの方法に従って室温において80%のエタノールで沈澱させたところ,分子量3～
 4万のサブユニットの解離が認められた。乙のことから高分子量のIBがBrandtらのいう低分子
 量サブユニットを内蔵している'可能性が示唆された。
 さてHis-PIA(GS-P),H(P-P)はそれぞれ生理的にはグリコゲン合成酵素の活性化,
 ホスホリラーゼの不活性化をになう重要な酵素であるが,上のIBの生理的役割は今のところ不
 明である。常識的にはヒストンのリン酸化,脱リン酸化は核内の現象で,細胞の可溶画分でこの
 反応が生理的におこるかどうかがまず明確でない上に,IBのHis-P活性は可溶面分の総His-
 P活性の%に過ぎず,したがってヒストンそのものが生理的な基質である可能性は少ないもの
 と考えられる。次に考えられるのは生理的に重要な未調査の基質が存在する'可能性である。その
 ような基質としてホスホリラーゼキナーゼがまず考えられるがこれについては今後の検討に待た
 ねばならない。前述のように,IBについて室温でエタノール処理を行なうと低分子量のサブユ
 ニットの解離が認められるが,この操作によってP-P活性のみが約3・5倍に活性化される。他
 方研究室の菊池,細川らの実験によるとHis-PHは分子量が約15万であり,同じエタノール
 処理によってIBの場合と同様に低分子量のサブユニットの解離が見られるが,随伴しておこる
 P-P活性の上昇は高々L5倍にすぎない。このような結果からIBと一の間には密接'な関係があ
 り,IBはP-P(His-P∬)の不活性型ではないかとの想定も生じてくるが,これら両者の相
 互変換の可能性も含めて,この問題は今後の研究課題であると考えている。
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 審査結果の要旨
 酵素(キナーゼ)によってリン酸化される蛋白としては以前からヒストン,グリコゲン合成酵
 素,ホスホリラーゼ,ホスホリラーゼキナーゼが知られ,また最近の研究結果ではピルビン酸デ
 ヒドロゲナーゼ,ヒ。ルビン酸キナーゼ等もそのような蛋白であるという。すなわち生理的見地か
 らもきわめて重要な反応であるが,リン酸化された蛋白を脱リン酸する酵素(ホスファターゼ)に
 ついては本態も性状もまだほとんど明らかでない・著者らはさきにラット肝抽出液中のグリコゲ
 ン合成酵素ホスファターゼ活性とホスホリラーゼホスファターゼ活性の分別に成功したのである
 が,しかしいまだに一般にはこれらのホスファターゼ活性は単一の酵素によって触媒されるとい
 うホスホプロテインホスファターゼ一元説が優勢である・そこで著者は第三の基質としてホスホ
 ヒストンを導入し,ラット肝のホスホプロテインホスファターゼの存在様式をさらに明確にし,
 また一元説との差異がいかにして生じたかをも明らかにしょうとした。
 著者はDE-52,AH一セファロース,セファデクスG-200等を用いてラット肝抽出液を分画
 し,ラット肝には基質特異性や分子量を異にするIA,IB,IIの3種類のヒストンホスファター
 ゼが存在することを見いだした。このうちIAと丑とは著者らがさきに報告したグリコゲン合成
 酵素ホスファターゼ,ホスホリラーゼホスファターゼに相当する。IBはホスホヒストンを基質
 に用いることにより初めて検出された新しいホスファターゼで,その分子量は約30万であった。
 著者はさらにIBをその基質特異性や分子量を変ずることなく約800倍にまで精製した。こ
 れは単に精製に成功したということだけでなく,このような高度の精製に堪え得る安定性をIB
 が保持していたという点でも重要である。すなわち以上の成果,によって,さきに著者らが指摘し
 たラット肝ホスホプロティンホスファターゼの多様性が一層明確かつ具体的なものとなった。
 次に一元説との関係であるが,これによれば組織抽出液を室温においてエタノールで処理する
 と,分子量約3万のただ一種類のホスホプロテインホスファターゼが得られるという。しかし著
 者は部分精製したIBをエタノールで処理することによりIBから分子量約3万のホスファター
 ゼが遊離することを示した。Hからも同じ方法で同じ低分子のホスファターゼが得られたので
 (菊池ら),一元説の根拠となった低分子ホスファターゼは著者が扱ってきた高分子ホスファタ
 ーゼのサブユニットである可能性が大きい。
 以上を要するに著者の研究により,ホスホプロティンホスファターゼの本態の解明は大きな
 一歩を進めたのであって,したがってこの研究は学位授与に値するものと判定する。
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